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INTRODUCCION
Antecedentes.

El  Virus de Innunodeficiencia Humana (VIH es un
retrovirus,” clasificado asi por su capacidad de
transcribir ADN a partir de ARN viral por nedio de la
proteina transcriptasa inversa.” Pertenece a la fanilia
de los lentivirus, que se distingue de otros retrovirus
por algunas caracteristicas norfol 6gicas i nusuales,
tales conmb un ndcleo de forma cilindrica o conica y la
presencia de varios genes con funciones regulatorias
(conb tat y rev) que no estan presentes en otros genonas
retrovirales. OQra caracteristica es la expresion
bi f &si ca de genes viral es.

El VIH se caracteriza por presentar periodos l|largos vy
vari abl es de i ncubaci 6n, replicaci 6n persi stente,
i ntroducir mani f est aci ones neurol 6gicas 'y por | a
destrucci 6n de poblaciones de <células especificas
(hemat ol 6gi cas e i nnunol 6gi cas) .’

Se ha reportado que la replicacion del VIH in vitro es
posible en miltiples lineas celulares, entre las que se
incluyen células dendriticas de sangre periférica,
células dendriticas foliculares, células B, células
asesinas naturales o natural killer (NK)* eosinéfil os,
precursores de células CD4+ de nedula Osea, células
precursoras timcas inmaduras, células T CD8+, células
de Langer hans, megacari oci t os, astrocitos,
ol i godendroglia, <células epiteliales renales, células
cervicales, células de nucosa en intestino y recto,
células trofoblasticas, asi conb células del higado,
pul non, gl andul as salivales, o0jos, prostata, testiculos
y adrenales.>® Sin enbargo solanente se ha descrito



i nfecci on in  Vvivo en al gunos ti pos cel ul ares,
principalmente en células que conforman el sistenn
inmune, es decir linfocitos T CD4+ y células de la |inea
de macrofagos y nonocitos. La dismnuci én progresiva de
células T CD4+ en el paciente deriva en una condicion
conocida cono sindrome de innunodeficiencia adquirida
(SIDA) caracterizada por la aparicion de enfernedades
oportuni stas cono tuberculosis, neunonia, candidiasis,
etc. Estas conplicaciones derivan en l|la nuerte del
paci ent e.

El VIH fue aislado y descrito por prinera vez en 1983 en
Franci a’, después de dos afios de blUsqueda del agente que
causaba la nuerte de sujetos aparentenente sanos entre
grupos de riesgo (honobsexuales y wusuarios de drogas
i ntravenosas) por enfernmedades que el sistema innune

® En este msnp afio se acufd

podria control ar nornmal nente.
el térmno SIDA para definir la condicidn que parecia
presentarse unicanente en |os |l anados grupos de riesgo,
idea que canbié6 rapidanente al surgir nuevos casos de
honbres y nujeres infectados fuera de estos grupos.

Existen varias dificultades para poder establecer
claranmente | os al cances exactos que tiene |a epidem a de
SIDA en el mundo. Uno de |os principales problemas es |a
falta de diagnostico de nuchos pacientes infectados, |o
qgue contribuye a su vez a l|a propagacion de la
enfermedad. Oro obstadculo es la poca cobertura vy
seguimento de encuestas y casos en varios paises,
exi stiendo tanbi én desigualdad de datos y casos entre
di ferentes regiones. AUn asi, el Programa Conjunto de
| as Naci ones Unidas sobre el VIH SIDA (ONUSIDA) estina
que el nunero de casos de infectados en el nundo va en
aunment o, aun después de afios de investigacion y de
politicas de prevencion y tratamento (Tabla 1). Segun



ONUSI DA, para la nmitad del 2006 habia un total de 38.5
mllones de pacientes en el nmundo viviendo con el VIH
de los cuales 4.3 mllones fueron nuevas infecciones y
hasta ese nonmento habian nuerto 2.9 mllones de
personas.’

Tabla 1. Ninero de personas infectadas por el VI H
regi stradas por ONUSIDA hasta junio del afio 2006. ONUSI DA
2006

Regi 6n Personas con VIH

(m 1l ones)
Asi a 7.8
Africa Subsahari ana 24.7
Africa del Norte y Oriente nedio 0. 46
Europa Oriental y Asia Central 1.7
Aneérica Latina 1.7
Nort eaneri ca, Europa Cccidental, Nueva 2.2
Zel anda y Australia

En Méxi co, desde 1983 (afio en que se detectd |a epidema
en nuestro pais) hasta junio del 2006, el Registro
Naci onal de Casos de SIDA habia contabilizado en forna
acunul ada 105,170 casos de personas infectadas, de |as
cuales el 83.1% eran honbres, el 16.9% nujeres, y el
78. 7% se econtraba en el intervalo entre los 15y los 44
afios. ' Estas cifras nuestran que a diferencia de |o que
se observa en el contexto internacional, en Mxico el
SIDA tiene rmayor incidencia entre |la poblacion
mascul ina. Por cada cinco casos de VIH SIDA en honbres
se observa un caso en nujeres. Algunas estinaciones de
ONUSI DA calculan que en el pais viven alrededor de
180, 000 personas infectadas con el VIH, de las cuales
una gran parte no ha sido documentada. ™



Estructura y ciclo de replicacion del VIH.

Una particula viral esté conformada por una envoltura
constituida por una bicapa fosfolipidica derivada de |a
menbrana plasmatica de la célula blanco” (Fig. 1). En
esta envoltura se encuentran |as glucoproteinas virales
de nmenbrana gpl20 y gp4l, codificadas por el gen env,
que interactuan con la superficie y las proteinas

13,14

nmenbranal es de |a célula blanco. En el interior de |a
particula viral existen varias proteinas que envuelven
el genoma del virus, conformado por dos cadenas
i dénticas de ARN, cada una de ellas con 9.8 kil obases de
| ongi tud® (Fig. 2). Conmp en otros retrovirus, dichas
cadenas tienen estructuras termnales a cada extreno
conoci das conpo repeticiones termnales largas (LTR) que
regulan la integracion viral al genona de la célula
i nfectada, asi conpb |a expresion genética del virus y su
replicacién.” El gen gag codifica las proteinas de la
capside, la matriz y la nucleocapside, mentras que el
gen pol codifica las proteinas con actividad enzinmatica
encargadas de la replicacidén viral, es decir, | a

integrasa, la transcriptasa inversa y |la proteasa.”
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Figura 1. Estructura del virus de la innunodeficiencia humana tipo
1 (MH1). Se nuestra un virion junto a la superficie de una
célula T. El VIH consta de dos cadenas idénticas de ARN (el genonm
viral) y las enzimas asociadas; transcriptasa inversa, la
integrasa y l|a proteasa, enpaquetadas en un centro coénico
conpuesto de la proteina de la capside p24, con una nmatriz
circundante de proteina, todo ello rodeado de una envoltura de
menbrana fosfolipidica derivada de la célula blanco. Las proteinas
de nmenbrana codi ficadas por el virus (gp4l y gp 120) se encuentran
unidas a la envoltura. Las noléculas CD4 y los receptores de
quimocinas de la superficie de la célula blanco actuan cono
receptores del VIH1."

Ademas de estos genes basicos, hay otros seis genes, dos
regul adores (tat y rev) y cuatro accesori os:
e Vvpr se une al precursor de gag, pronueve Ila
i mportaci on nuclear del ADN y detiene el ciclo
celular en .
e tat o transactivador es necesario para |a el ongaci 6n
de los transcritos virales.
e rev se encarga de la exportacion nuclear del ARN
viral no procesado, se une a ARNm permtiendo que



las proteinas virales se produzcan en cual quier
punto del ciclo celular.

e vpu regula negativanmente |la expresion de CD4 en la
célula infectada y potencia la |iberacion del virus
de la célul a.

e vif nodula la infectividad de |os virus inhibiendo
la sintesis de ADN proviral, se desconoce si inhibe
| a transcripci éon inversa, el desenvolvimento vira
o la estabilidad de |a nucl aocapside, pero se sabe
que los viriones nmnutantes de vif acoplan Ia
nucl eocapsi de de manera i napropi ada. *

e nef regula negativanente la expresion de CD4 en |la
célula infectada y potencia la |iberacion del virus
de la célula, tanmbién regula negativanente |a
expresi 6n de noléculas MHC | en la célula blanco
regul ando | a activaci 6n de las células T.

U3 RUS gag

S'LTR

Figura 2. Mapa genomi co del VIH Se nuestra |a disposicion de |os
genes en el ADN proviral. A los extrenps se identifican Ias
repeticiones termnales largas (LTR) que regulan la integracion
viral al genoma de la célula huésped, asi conb |a expresiodn
genética del virus y la replicacién. Las regiones en donde se
sobreponen | as secuencias entre dos genes indican sitios en donde
| a misma secuencia codifica dos proteinas diferentes.”

En la superficie de la envoltura viral, una capa
lipidica derivada de l|la formacion de viriones en la
nmenbrana de la célula, encontranps a |as dos proteinas
encargadas del reconocinmento e internalizacion celul ar.
Cono subunidad del precursor de la proteina gpl60, esté
gpl20, la cual se encarga de reconocer y unirse al
receptor principal en la superficie celular C4,



est abi | i zando | a uni 6n y después reconoce al
correceptor, en este caso |os receptores de qui m ocinas,
CCR5 y CXCR4 (Fig.3). La interacci6n de gpl20 con CH vy
el correceptor induce un canbio conformacional en la
estructura de gpl20, exponiendo el domnio de fusion de
gp4l y provocando la union de |a nenbrana celular con |a
envoltura del virus y la posterior entrada del nateri al
genético viral en el citoplasnma celular y en el nacl eo.

La disposicion de las proteinas del conplejo gpl60 se
estudi6 en estructuras de dineros y tetraneros pero se
denostré que las unidades transnenbranales de |o0s
retrovirus se organi zan general nente en trimero”, en el
caso del VIH, antecediendo a gp4l hay tres subuni dades
gpl20, que ha nostrado una gran variabilidad genética en
| as denonmi nadas regiones hipervariables (V) que estan
expuestas en |la superficie de la proteina, mentras que
| as regiones conservadas (C) permanecen en el centro.?
El papel de gp 120 es el establecimento de contacto no
especifico en las células blanco con | os azucares de |os
glicolipidos y glucoproteinas de |a superficie celular e
I nt eract uar con |os receptores en la superficie
celular.” Estas sinples interacciones no son suficientes
para desencadenar la infeccién ya que se han podido
bl oquear in vitro usando al gunos azlcares®, pero su
papel es inportante en el reconocimento virus-célula
La interaccién del virus con la superficie de la célula
resulta en el canbio conformacional del conplejo gpl60,
ya que el contacto con CD4 induce el desplazamento de
gpl20 y por lo tanto queden descubiertas |as regiones
vari abl es V1-V5, que tanbi én son inducidas a canbiar por
la uni 6n de gpl20 con el correceptor, induciendo a gp4l
a proyectar un péptido de fusiodon que entra en contacto



con la superficie celular e induce la fusidon de
s 25, 26, 27
menbranas a través de un poro.
e %= Membrana de la
che.ptor. da =7 célula hospedadora
quimioguinas %
del \.I’II:I
gpd1 [
gpi20 : activada
D4 ""“’"ﬂi}l sm— b | e |
Membrana | | \Péptido de | |
delacéiulaT| Qoo . 0 | | Bl | fusién de |
! o0 0s L
CCRs/
CXCR4™ e g
Unidn de gp120 del El cambio de conforma- | |El cambio de conformacién Fusion de las mem-
VIH a CD4 de la célula T| | cion de gp120 promueve | | de gp41 expone al péptido branas viral y celula
. la unién al receptor de de fusion, que se inserta en
Fi quimioquinas la membrana de la célula T | as
pr ! s A U LV _y HP.H‘J- \¥3 I vo 1 UL:UPI. UI A>3 de
superficie celular CD4 y el correceptor CCR5 o CXCR4. La union de
gpl20 se da con receptor celular CD4, |o que promueve un canbio
conformaci onal en el conplejo gpl60, cuando |a subunidad gpl20
deja al descubierto a gp4l y este interactia con el correcept or

se proyecta un péptido de fusion que induce |a fusion celular.

Después de que el
sus nucl eoproteinas son
internaliza el

don

de se

virus entra en la célula,
| i beradas en el

ARN genémico del
citoplasma y se inicia la transcripcion inversa,

| a capside y

citoplasma, en
VIH en el
medi ada

por la enzima transcriptasa inversa (Fig. 4).
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Fig. 4. Ciclo de replicacion del VIH1. Se nuestran |os
pasos secuenciales de la replicacion de VIH desde la
infeccién inicial de una célula blanco, hasta |la |iberaci6n
de un nuevo virién. Cada célula infectada produce en
real i dad nmuchos viriones, cada uno de ellos con capaci dad de
i nfectar cél ul as, lo que tiene conb consecuencia la
anmplificacién del ciclo infeccioso. El numero_ de celulas
productivamente infectadas varia entre 1 x 10" y 1 x 10°
células con una nedia entre 50 a 100 copias de ARN por
célula. La nmedia del nunmero de copias por célula y el nunero
de cél ul as con alta concentraci 6n de ARN vira
(aproxi mradanente 200 copias por célula) es nucho nenor que
las células infectadas por VIH in vitro (1 100 copi as por
célula con un maxi no de 4 000 copias por célula)®

El ADN viral, junto con al gunas proteinas de |a capside,
Vpr e integrasa, penetran en el nudcleo, donde el ADN
viral es integrado al ADN de la célula infectada,
nmedi ante la enzima integrasa. El ADN viral integrado en
el genoma de la célula huésped es conocido conp
provirus, cuya transcripcion puede inactivarse o0
transcribir cantidades escasas de proteinas virales,
per maneci endo |atente por afios a pesar del tratamento



antirretroviral.® El VIH al igual que otros virus es un
parasito intracelular nolecular, que depende de Ia
maqui naria de biosintesis de la célula para conpletar su
ciclo de replicacion. El virus actua de tal forma que
enpl ea varios pasos de la sintesis de acidos nucl éicos y
proteinas de la <célula blanco para coordinar Ia
replicacion viral. La interaccion entre el factor
nucl ear kappa B (NF-xB) o el factor nuclear de célul as
T activadas (NFAT) son los principales ejenplos de cono
el virus utiliza vias de sefalizacion en células con
alto grado de actividad biosintética.® La transcripcioén
del genoma viral requiere que la célula se encuentre en
estado de activacion, debido a que |las regiones LTR del
VIH son reconocidas por los factores de transcripcién
NF-kB y NFAT, inducidos por sefalizacion nediada por
antigenos, citocinas, activadores policlonales conp |a
fitohemaglutinina, |ipidos bacterianos y otros. NFAT es
necesari o para |a expresi 6n de genes que codifican a |L-
2, IL-4, TNF y otros genes de citocinas, mentras que

NF- kB se activa en respuesta a |las sefiales de TCR y es

esencial para la sintesis de citocinas. En el proceso de
transcripcion, la proteina Tat, producto del gen tat, se
une al ARNm y aunenta |a capacidad de |a ARN polinerasa
en varios cientos de veces, conpletando |a transcripcion
de manera mas réapida y eficiente. Tat tanbién controla
de manera indirecta | a expresi 6n de Rev.*

Durante la transcripciéon del ADN pueden ser producidos
mas de treinta ARNm alternativos, cada uno de |os cual es
contiene un marco de l|ectura para |a producci 6n de nas
de una proteina. Los ARNm del VIH pueden ser de tres
tipos: 1) ARN no procesado, que es un transcrito
conpl eto para generar |os precursores de Gag y Gag- Pol
2) ARN procesado inconpleto, que generan Env, Vif, Vpu

10



Vpr y la forma de hexén de Tat, y 3) ARN procesado, que
expresan Rev, Nef y la forma de dos hexones de Tat.®

La expresion de los genes virales se divide en dos
etapas reguladas por la proteina Rev, que nmarca el
nonent o del canbio de proteinas tenpranas a tardias. En
la etapa tenprana se expresan |os genes regul adores,
cono rev, tat y nef, que son exportados desde el nucleo
y traducidos a proteinas en el citoplasna. En |la etapa
tardia se expresan |os genes estructurales env, gag Yy
pol y se enpaquetan | os genonmas viral es conpl etos.

El ensanblaje de las particulas virales nmaduras coni enza
cuando se han producido las secuencias de ARN viral
conpl et as. Las proteinas de la céapside que son
necesarias para dicho ensanblaje son |as codificadas por
| os genes gag y pol.

Final nente, el conplejo con |las proteinas y su envoltura
es transportado a |a superficie celular y enpaquetado en
una envoltura de capa de |a nenbrana celular bilipidica,
que es liberado por genacién. Si la tasa de produccion
es l o suficientenente el evada (apr ox. 2,000
viriones/célula) puede causar la lisis y nmuerte celular,
lo cual es un inportante nmecani sno del efecto citopéatico
del VIH.

Uno de | os grandes problemas al que nos enfrentanops en
| a busqueda de tratamiento contra este virus es su gran
capaci dad de mutaci 6n conb consecuencia de la alta tasa
de error de la enzinma transcriptasa inversa, que canbia
aproxi madanmente 1 nucledtido por cada 8 6 10 X 10° |lo
que se refleja en una gran variabilidad®, incrementada
por la incapacidad para corregir errores antes de
integrar el ADN viral al genoma celular y asi iniciar |la
producci 6n de las proteinas virales necesarias para la
creaci 6n de nuevos viriones. Esto favorece |a aparicion

11



de nutaciones nuy réapidanente, pernitiéndole al virus
escapar a la respuesta inmune del paciente, ademas de
facilitar el surgimento de <cepas resistentes a
f ar macos, no pudi éndose i mpl enent ar tratam ent os
farmacol 6gi cos efi caces.

Los viriones |iberados al nedio extracelul ar son capaces
de sobrevivir durante 6 horas®, periodo en el cual
requi eren encontrar una nueva célula para continuar el
ciclo, mentras que l|la vida mnmedia de las células
infectadas estd en el intervalo de entre 1.5 y 2.1
dias.® En pacientes sin tratamiento, las células
infectadas de vida larga, conb células T en reposo y
nmacr 6f agos sol o representan una contribuci én nmenor a la
viremia total.” La transmisién de un individuo a otro
puede darse por via sexual, sanguinea y perinatal, y en
todos |os casos se requiere que haya transm sion de
viriones |ibres viables o células infectadas.

Historia natural de la infeccion por VIH.

El curso de |a enfernedad com enza desde el nonmento de
la infeccio6n, conocido cono infeccidén aguda. En esta
etapa inicial se establece un periodo sintomatico de dos
a tres neses, en el que se puede presentar fiebre,

di arreas, | i nfadenopati a, sudoraci ones nocturnas vy
mal estar general, sintomas tipicos de las infecciones
vi ral es. En este periodo, el virus se replica

rapi danente debido a |a ausencia de una respuesta inmune
especifica, pernmitiendo que la carga viral (nuamero de
copias de ARN-VIH / m) aunente drasticanente.

Basados en el nodelo del Sindrome de I|nnmunodeficiencia
Simana (SIV), en la infecciodn por transm sion sexual vy
en las etapas aguda y tenprana de la infeccidén por VIH,

12



se ha encontrado que anbos virus (SIV y VIH replican
predom nantenente en células T CD4+, en el punto de
entrada del virus que general nente son mucosas, donde se
establece el punto mas inportante de replicacion vira
activa debido a la alta concentraci on de células bl anco
y la elimnacién de células T CD4+ de nmenoria efectoras
por su alta expresi 6n de CCR5+, correceptor del fenotipo
vi ral R5 que normalnente establece |a infeccion
primria.®

Los fenotipos virales linfotropicos (X4) pueden infectar
células T CD4+ en cual quier etapa celular, nientras que
| os nmacrofago tropicos (R5) pueden infectar células T
CD4+ activadas pero no infectan facilmente a |las célul as
en reposo por la baja expresion de CCR5+ y en caso de
que ocurra infeccién de éstas células, se bloquea |a
i nportaci 6n nucl ear del conplejo de preintegraci 6n viral
con el ADN viral vya transcrito por |a transcriptasa
i nversa, hasta que la célula es activada por antigenos,
aqui la maquinaria celular reanuda la integracion y el
resto del proceso.*** Entre el 30-60% de las células T
CD4+ de nenoria son infectadas en |la etapa aguda y entre
el 24-48% de todas las células T CD4+ son elimnadas en
| as prineras dos senmanas de | a enfermedad.* La infeccidn
se propaga no soOlo en células T activadas, sino tanbién
en células T en reposo. Las <células infectadas vy
activadas corresponden a una poblacién de corta vida,
que producen |la mayor cantidad de virus, mentras que
las células T en reposo tienen | a capacidad de
persistir en presencia de tratamento antirretroviral
|l o cual representa un reto en el desarrollo de vacunas o
tratami entos para |la erradicacion viral.®

A nedida que progresa la infeccion, el sistema innmune
muestra una respuesta senejante a |a observada ante
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otros virus y cuyo fin es la elimnacioén del virus
presente en sangre y en ceélulas T sanguineas. La
respuesta inicial a la infeccién por e VIH se
caracteriza por una expansion masiva de los linfocitos T
citotoxicos (CTL) CD8+ especificos a péptidos derivados
de las proteinas del VIH que pueden representar hasta
el 10% de las células T CD8+ circulantes en sangre. E
control principal de la infeccion por VIH, reflejado por
la reduccion de la virema (carga viral) y la
consecuente transicion a l|la etapa internedia o de
| atencia clinica se debe a esta respuesta de CTL.™*

Posteriornmente se establece un periodo de Ilatencia
clinica, conocido conb etapa tenprana-internedia, en la
que la respuesta inmune controla la infecci6n vy
estabiliza la carga viral dentro de los prineros 9
neses. En esta etapa se establece una dinamca de
produccién 'y elimnacion del virus relativanente
estable, donde |la mayor parte del virus en plasnma es
produci do por células recién infectadas (hasta 1 X 10°
nuevas células infectadas por dia en pacientes sin
tratamiento).® Por otro lado, dada la naturaleza de |la
respuesta inmune, algunas de las <células T CD4+
infectadas, en lugar de norir debido a |os efectos

citopaticos o citoliticos, logran entrar en estado de
reposo con el ADN viral vya integrado o aun sin
I nt egrarse.

La cantidad de <células T CD4+ infectadas es aln
controversial, pero hay evidencia de que las células T
CD4+ en reposo o de nenoria con ADN no integrado
constituyen el 1% mentras que entre la fraccion de
células con provirus integrado y con capacidad de
producir virus es de <0.1%"“* En pacientes sin
tratamento esta cantidad es pequefia y s6lo se hace
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evi dente cuando decae el nunero de células que producen
la mayor parte del virus (células activadas).” En
al gunos pacientes se logran niveles de carga vira
i ndetectable, y la cuenta de células T CD4+ es estable
durante varios afos. Este periodo puede durar entre 1 vy
15 afios aproxi mradanente. Sin enbargo, en este periodo se
observa una dism nuci on de células T CD4+ por debajo de

200 cT OCDA+/ul, e sistema inmune es incapaz de
controlar la infeccion, y se dispara la carga viral,
indicativo del inicio de |la etapa tardia, adenas se
presentan |los prinmeros sintomas asociados al SIDA por
ej enpl o, l|as enfernmedades oportunistas aparecen al no
encontr ar una def ensa adecuada. Cuando est as

enf ermedades no se controlan o tratan pueden conducir a
| a nuerte del paciente (Fig. 5).

Etapa temprana Etapa Intermedia Etapa Tardia
[ Cepas R5
[ Copas X1R5X1
Infeccion M
3 3 4 Muerte
1200 .. PHmana Infeccién por VIH aguda
Amplia distribucion de virus. l,
{ Distribucion a organos linfoides .
. /
000 B /
| | : /
N\ Infecciones /
[ \ Oportunistas /
r \ / —
= 800 | \ ; \-ah f =
R Latencia clinica / z
= / o
ﬁ | ] L
2 ! 2
+ G600 - Inicio de =
= sintomas o=
() " =
- | =
E ol \ g
= 400 = \ =
5 w \ =
=) | ==
J =
/ x
200 )
[/ .
I/
AT I I
0t ' l | 1

Semanas Aios
Tiempo de Infeccion

Figura 5. Curso de la infeccion por VIH Patrones de dism nucion
de células T CD4+, disminucién de la carga viral plasnmatica,
presencia y surgimento de cepas virales. A principio de Ila
i nfecci6n, la carga viral aunmenta al no haber una respuesta innune
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adecuada las prineras semanas; a partir de esto, l|la respuesta
i nmune “controla” la infeccidn equi | i brando la tasa de
producci 6n/ el i m naci 6n del virus, proceso que puede durar varios
aflos, en un proceso de latencia. Finalnente el nunero de células
linfociticas desciende nientras que |las tasas de produccién viral
aurment a, dejando al paciente expuesto a enfernedades oportunistas.
Modi fi cado de Pantal eo et.al. 1993.°

Receptores y correceptores de VIH.

En el sistema inmune, el reconocimento de antigenos por

los linfocitos T CD4+ ocurre por la interaccion del
receptor de células T (TCR) vy el conplejo nmayor de
hi st oconpati bi | i dad (VHO) . Est a i nt eracci 6n se

estabiliza por nol écul as de nenbrana, tanto en la célula
T conp en |las célula presentadora de antigeno (APC). Una
de estas nol éculas es CD4, una proteina de nenbrana de
las células T que interactia con las regiones
polinorficas de WMHC. Conb respuesta a esta interaccion

se envian sefiales al ndcleo, que inducen activacion
celular, sintesis de proteinas, secrecion de citocinas y
proliferaci én celular.”

Desde que se reportd que existe una reduccion en el
nanero de linfocitos T CD4+ circulantes en sangre, se
pensG6 en un necanismo por el cual el VIH infectaba
especificanente a este grupo celular. En 1984 se
denostr6 que |la nol écula CD4, presente en linfocitos T,
nmacr 6f agos-nonocitos y células dendriticas es el
receptor a través del cual el VIH reconoce a sus célul as
bl anco y | as i nf ect a. Se cul tivaron cél ul as
nononucl eares de sangre periférica (CMSP) de donador
sano junto con el virus. Antes y durante la infeccion in
vitro se agregaron anticuerpos nonocl onal es que bl oquean
receptores para HLA-Il y células T “natural Kkiller”
(TNK), asi conb para CD4. Los dos prineros no inhibieron
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la infecciodn, pero los anticuerpos que inhibieron |o0s
receptores para CD4 inpidieron la infecci6n por VIH ™
Tanmbi én se experinentd utilizando un virus quinera que
expresaba las glicoproteinas de envoltura de diferentes
lineas de VIHyYy se infectaron diversos tipos de cél ul as,
siendo | as que presentaban el receptor de superficie CH4
(la presencia de dicho receptor se probdé con anticuerpos
nonocl onal es) las nmas susceptibles a infeccidn en |as
que el virus parecia ser nas selectivo en el tipo de
células que infectaba, limtéandose a lineas celulares
T.”” Con el uso de varios anticuerpos, algunos de ellos
con capacidad de bloquear <células que expresan el
receptor CD4, se logra |a reducci 6n de infeccion por |o0s
di ferentes grupos de virus. Esto Ilevé a |la conclusion
de que era el receptor CD4 el que estaba involucrado en
| a i nfecci 6n por VIH

I nicialnmente, se consider6 a CD4 conb Unico receptor de

VIH sin enbargo se conprobé que algunas |ineas
celulares sin CD4+ permitian la infeccid6n a pesar de no
poseer dicho receptor.>” Esto sugeria la existencia de
al gun  correceptor i nvolucrado en el proceso de
i nf ecci on.

La blusqueda del correceptor que pernmitia la infeccidn
por VIH rindié frutos en 1996, cuando se encontro6 el
primer correceptor utilizado por el VIH.* Se trata de un
menbro de la fanmilia de las proteinas G con siete
dom ni os transnenbranal es que pertenece al grupo de |os
receptores de quimocinas, una famlia de citocinas, que
son nediadoras inportantes de la conunicacién entre
células del sistema inmune y encargadas de reacciones
inmunitarias e inflamatorias. Estas nol écul as estinul an
el nmovimento de |eucocitos y regulan su mgraci 6n desde
la sangre a |los tejidos. ™
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Este correceptor fue I|lamdo “fusina”. Actual nente se
conoce conb CXCR4, pertenece a la famlia de las a-

qui mocinas CXC (nomenclatura basada en |la posicion
relativa de dos cisteinas conservadas en la region
am no-term nal, |l os receptores adquieren la msnma

nomencl atura)® entre |las que se encuentran SDF-1oa y SDF-

1B, que se han descrito cono inhibidores de |la infecciodn

por virus linfotrdpicos in vitro® (Tabla 2). Se sabe que
CXCR4 es el responsable de la unién de gpl20 y la
consecuente fusion de nenbranas observada en virus
| i nfotro6picos. ™

El descubrimento de este correceptor marcé la pauta
para |la busqueda del resto de |os correceptores que
explicarian la infeccion de células que no poseian
CXCR4, conmp es el caso de los nacrofagos y las células
de la microglia cerebral.

Oro paso inportante en |a busqueda de | os correceptores
y en la conprensi 6n de | os mecani snos natural es nedi ante
los cuales el organisnb controla la infecciodn, fue

cuando se denostré que | as B- qui m oci nas CcC

(nomencl atura basada en la posicion relativa de dos
cisteinas conservadas en la regio6n amno-terminal)®
RANTES, MP-1aa y MP-13 (Tabla 1) son factores
i mportantes de supresiéon de VIH in vitro |iberados por
células T CD8+", pero sbélo en virus con afinidad hacia
macr 0f agos (macrofagotropicos) y no hacia linfocitos T
(1'i nfotrdpicos). Si gui endo | a pi sta de | os
descubrimentos de los factores de supresion |iberados
por las <células CD8+ (RANTES, MP-a y MP-1B) se
descubri 6 el <correceptor que permte la infeccidn en
macr 6f agos. En estudios de activacion y de pérdida de

62, 63

funci 6n usando agentes que bl oguean CCR5™™, (quim ocinas
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en particular), se llegd a la conclusion de que este
receptor de pB-quimocinas, es correceptor de |las cepas

viral es con tropi snmo haci a nacr of agos.

Tabla 2.Receptores de o y pB-quinmiocinas y sus |igandos.
Encontranps a |l os receptores principales para R y X4, |os dos
princi pales fenotipos de VIH y sus respectivos |igandos, que
han sido utilizados para blogquear |a infecci6n iIn vivo vy
descubrir y westudiar la interacci6on virus célula con |os
receptores de qui ni ocinas.

Recept or Nonbr e Li gando
CXCR-1 IL-8 RA IL-8
Al fa CXCR- 2 IL-8 RB | L-8CROreeccsccsce
ENA- 78NAP- 2
CXCR- 3 IP-10/M G R | P-10M G
CXCR- 4 Fusi na SDF- 1/ PBSF, SDF- 1
CCR1 M P-1¢/ RANTES R | M P- 1ae e« MCP3, RANTES,
MCP- 1
CCR2A MCP-1 Re MCP-1, -3
Bet a CCR2B MCP-1 Re MCP-1, -3
CCR3 Eot axi nRANTESMCP- 3
CCR4 M P1e RANTESMCP- 1
CCR5 M P- 1eeeeeo RANTES

Se ha descrito una nmutacién de 32 pares de bases
(CCR5A32) en el gen que codifica para el correceptor
CCR5, que le confiere resistencia a la infeccidon en
i ndi vi duos expuestos al VIH y que es responsable de |la
evol uci 6n lenta en al gunos sujetos infectados por VIH *
La presencia de esta nutacion inpide que CCR5 interactue
con la proteina viral gpl20, lo que resulta en una
di sm nuci 6n de |a capacidad de infeccién del virus. Se
pens0 que esta nutaci on podia ser un factor protector

aunque se estima que sb6lo el 1% de Ila poblacion
caucasica la posee (es nenor la proporcién en el resto
de | os grupos étnicos) pero posteriornente se reportaron
casos de infeccion en personas con |la nutacioén, |o cua
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se atribuyé a que diferentes cepas virales pudieran
utilizar otro tipo de correceptores. Este es el caso de
|l as cepas que tienen tropisno hacia linfocitos o0 un
tropi sno dual, pudiendo infectar tanto nacrofagos cono
l'infocitos.

El virus puede utilizar otros correceptores, tales cono
| os receptores de quimocinas CCR2b, CCR3, CCR38, CCR9 y
| os receptores STRL33/Bonzo, GPR15/BOB y Apj, pero se
ha conprobado que CCR5 y CXCR4 son los principales
correceptores®™® de fenotipos virales nacrof agotropi cos vy
i nfotrodpi cos respectivanente, mientras que se reporta
| a ausencia de actividad cono receptor del virus para
CCR1, CCR4, CCR6 y cualquier otro receptor CXC que no
sea CXCR4.°"®

Mas que el propio receptor CD4, es el correceptor el que
determna el tipo de virus y célula que establecera la
relaci 6n de infeccion, aunque se ha reportado que la
utilizacion de CD4 soluble a altas concentraciones
i nhibe |a infecci 6n de células TCD4+ in vitro.”

Fenotipos del VIH.

El VIH se ha dividido en tres grupos de acuerdo a su
fenotipo, por el tipo de correceptor que utiliza y |as
caracteristicas que esto confiere a la infeccidn, conpo
citopatogenicidad y repercusiones en el curso de la
enfernmedad (Fig. 5).

Los virus R5 wutilizan principalnmente el correceptor
CCR5, infectan células nononucl eares y nacro6fagos, por
lo que se |les conoce conp nacroéfagotropicos. Se
presentan durante todo el curso de |la enfernedad, estan
asoci ados con progresion lenta y establecen |las prinmeras
etapas de la infeccion en el caso de la transm sion por
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via sexual, que es una de las principales vias de
i nfecci 6n, debido a que |las nmucosas del tracto vagi nal
anal e intestinal presentan nunmerosas células con
receptor CCR5 y son blanco facil para |as cepas de virus
gue enplean este correceptor, siendo en esta zona donde
se establece normalnmente la infeccién primaria.” Las
cepas que enplean este correceptor, tienen un fenotipo
no inductor de sincicios (NIS) en cultivos iIn vitro de
células MI-2 (linea celular linfocitica), es decir no
i nducen la fusién nenbranal de al nenos 5 células que
resulta en un efecto altanente citopati co.

Los virus X4 wutilizan principalnmente el correceptor
CXCR4 e infectan linfocitos T CD4+ in vitro, por |o que
se les define conb lineas linfotrépicas. Se presentan en
la etapa tardia de |l a enfernmedad (aunque a veces antes)
poco antes de entrar a |la etapa de SIDA. Las cepas X4
son mas citopaticas que R5, estéan asociadas con la
progresi 6n répida de la enfernedad y se cree que estan
rel aci onadas con la transm sion entre usuari os de drogas
i ntravenosas cuando aparecen en etapas tenpranas. Son
i nhi bi das in vitro por o - qui m oci nas. Una
caracteristica exclusiva de este tipo de virus es que
i nducen la fornmacion de sincicios (1S) en células M-2
in vitro.

Y finalmente los virus R5X4 o duales, que utilizan anbos
correceptores, pueden infectar una gama anplia de
células mas anplio, pero por razones desconocidas aun,
no son nuy conmunes en el transcurso de |a enfernedad
aunque cuando se presentan es en las etapas internedia vy
tardia de la enfernedad, se relacionan con |a progresién

rapi da, adenmas son inhibidos in vitro por o Yy B
qui m oci nas (Tabla 3).
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Tabla 3. Fenotipos biol 6gicos de VIH En esta tabla se conparan
| as caracteristicas de los tres grandes tipos de VIH conocidos

por su tropisnp y uso de correceptores.

R5 X4 R5X4

Correceptor CCR5 CXCR4 CCR5y CXCR4

principal

Tropismo Macrofagos/monoci | Linfocitos T CD4+ | Macrofagos/monoci
tos tosy linfocitos T

CD4+

Inhibidores B-quimiocinas o-quimiocinas o Y B-quimiocinas

Fenotipo No inductor de Inductor de sincicia | Inductor de sincicia
sincicia (NIS) (1S) (1S)

Estadios Temprano e Tardio Intermedio y tardo
intermedio

Rango de Lento Rapido Rapido

replicacion en

PBMC

La capacidad de los diferentes tipos virales de infectar
al gunas cél ul as dependi endo del tipo de correceptor que
utilizan esta determinada por las <cinco regiones
variables de la proteina gpl20 denoni nadas V1-V5, que
son las que entran en contacto directo con |la superficie
celular y que se encuentran intercal adas entre regiones
conservadas desi gnadas Cl1-C5. Aparentenmente |la regi on V3
es la que tiene un papel naAs inportante en la

determ nacion de |a especificidad del correceptor
utilizado, y por ende en el tropisno celular nostrado
por cada tipo viral, pero se ha denostrado que se
requi eren tanbi én las regiones Vi, V2 y ¢4. ™"

Dada |a inportancia de |os correceptores en Ila

det ermi naci 6n del tropisnob de VIH hacia un grupo cel ul ar
det erm nado (fenotipo |infotropico o nmacrofagotroépico) y
los efectos en la progresién de la enfernmedad, es
justificable I|a busqueda de la relacion entre la
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frecuencia de los fenotipos bioldgicos del virus y su
papel en el curso y evolucién de |la enfernedad y estado
clinico. Este dato seria util en la planeacio6n de
estrategias de tratamentos dirigidos a las diferentes
cepas virales en las diferentes etapas. Sin enbargo, no
todos | os pacientes en etapas tardias de |a enfernedad,
presentan fenotipos inductores de sincicios y en nuchas
ocasi ones se presentan nuy tenprananente en el curso de
la enfernmedad. Por esto es inportante determnar I|a
frecuencia de los fenotipos inductores de sincicios en
cada una de las etapas de la enfernedad en nuestra
poblacion y su relacién con el estado clinico e
i nmunol 6gi co de | os paci entes.

Dado que se ha descrito una evolucidn en el curso de la
enfernmedad de fenotipo no inductores hacia inductores de
sincicios, se consideré la posibilidad de que hubiese
una mayor frecuencia del fenotipo IS en el grupo de
pacientes en etapa tardia. Si existe una nmayor
frecuencia de fenotipo IS en esta etapa, es posible que
exi sta una mayor frecuencia de enfernedades oportunistas
y sintonmas relacionados a SlIDA Para tratar de
establ ecer esto se buscd definir especificanente qué
enf ermedades podrian estar asoci adas al fenoti po
bi ol 6gi co.

Nuestro objetivo es determnar |a frecuencia de 1o0s
fenoti pos biologicos del VIH en pacientes en etapas
intermedias y tardia de la enfernedad, clasificados con
base en su cuenta de células T CD4+ y determ nar si
exi ste mayor frecuencia de infecciones oportunistas en
paci entes con fenotipos bioldgicos inductores y no
I nduct ores de sincicios.

Si existe una mayor frecuencia de fenotipo IS en la
etapa tardia, es posible que exista una relacidn con
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enfernmedades y sintomas relacionados con SIDA en este
grupo. Se buscé definir especificanmente qué condi ci ones
(enf ernedades oportuni stas especificanente en este caso)
podrian estar asoci adas con el fenotipo biol 6gico.
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METODOS

Se seleccionaron muestras de plasma de 95 pacientes del
Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas
(CIEND) del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) quienes al momento de la toma de
muestra no habtan i1niciado tratamiento antirretroviral,
y contaban con determinaciones de carga viral plasmatica
(Cobas Amplicor, Roche) y conteo de linfocitos T CD4+
(Tritest, Becton Dickinson).

Los pacientes fueron clasificados en dos grupos con base
en el conteo de células T CD4+. Para la etapa intermedia
se tomaron en cuenta a los pacientes con niveles de

células T CD4+ mayores a 200 células/ul. Los pacientes

en etapa tardia deberian tener <200 células/ul. EI

Centro de Control de Enfermedades™ (CDC por sus siglas
en inglés) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)™
establece que las condiciones 0 enfermedades
definitorias de SIDA aparecen en individuos con menos de
200 cT CD4+/ ul, y con base en esto se establecieron los
dos grupos de estudio.

Se aislaron los virus mediante cultivo de plasma en
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
donador VIH negativo activadas. Se determiné la
replicacion de VIH en estos cultivos por producciéon de
nuevos viriones mediante la técnica de ELISA para Agp24
de VIH (Beckman Coulter). En [los pacientes cuyas
muestras de plasma resultaron negativas, se obtuvo el
aislado viral a partir de cultivos de células sin
linfocitos T CD8+ (que inhiben la replicacion de VIH in
vitro), verificados por citometria.



A todos los cultivos positivos se les realizé el ensayo
de Tenotipo bioldégico de VIH mediante la técnica de
cultivo de células MT-2.

Separacion de CMSP de donador VIH negativo.

A partir de un paquete de concentrado leucocitario
obtenido del Banco de Sangre del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER), de donador VIH
negativo, se purificaron las células mononucleares
(CMSP). Se diluyéo la sangre en proporcién 1:2 con
solucion balanceada de Hank™s (HBSS) a 37°C. Se preparé
el gradiente celular por densidad colocando 10 ml de
Lymphoprep (ficoll, solucidén de polisucrosa, densidad =
1.77 g/ml. Axis-Shield) en tubos de 50 ml. vy
cuidadosamente, evitando mezclar, se estratificaron 30
ml. de la sangre diluida, se centrifugd a 2000 rpm
durante 20 minutos. Recuperamos la capa conteniendo las
células que se distingue entre el medio HBSS (rojo) y el
lymphoprep (transparente), y resuspendimos en un tubo
con 30 ml. de HBSS. Realizamos 3 lavados con 30 ml de

medio HBSS, a 37°C, centrifugando a 1500 rpm durante 10

min. descartando el sobrenadante después de cada lavado.
Finalmente se contdé en camara de Neubauer el numero de
CMSP obtenidas, y se colocaron en el medio requerdo o se
congelaron en caso de no utilizarse en el momento.

Congelacion.

Se prepar6d medio de congelacidon con 90% de Suero Bovino
Fetal (SBF) y 10% de dimetilsulféoxido (DMSO) dejando

enfriar a 4°C, hasta el momento de su uso. Contamos las
células para congelar entre 2.5 X 10° y 3 X 10° células



de paciente en volumen final de 1.5 ml de medio de
congelacién en cada criovial. Se centrifugaron las
células, eliminando el sobrenadante y se resuspendieron
en el volumen de medio de congelaciéon apropiado para
colocarlos rapidamente en cajas de unicel a -80°C. Al
dia siguiente se guardaron las muestras en nitrdégeno
Iiquido.

Descongelacion.

Se retiraron los tubos del tanque con nitrégeno liquido
y se colocaron inmediatamente en bafio de agua a 37°C. Se
utilizaron entre 10 y 20 ml de medio HUT (compuesto de
RPMI 1640, 10% de Suero Bovino Fetal, 100 unidades/ml de
estreptomicina/penicilina y 20 unidades de L-glutamina)
por cada muestra descongelada de paciente (de 2 a 3
viales). Colocamos 1las células en el medio HUT
precalentado a 37°C y resuspendimos rapidamente, se
lavaron las células 3 veces con 30 ml de medio HUT y se
contaron. Se incubaron toda la noche (6 6 horas como
minimo) a 37°C, con 5% de CO, y 85% de humedad, y se
lavaron una vez mas al dia siguiente, se resuspendieron
en el medio requerido.

Cultivo de VIH a partir de plasma con heparina.

Tres dias antes del cultivo, se estimularon CMSP de
donador VIH negativo con Tfitohemaglutinina (PHA-P,
lectina) a 3 ug/ml, en medio IL-2 al 5%. El dia del

cultivo, se lavaron las células 3 veces con 30 ml de
HBSS, centrifugando a 1500 rpm durante 10 min y se
contaron, se resuspendieron 3 x 10° células/ml en medio

IL-2 al 5%, para 1incubar con 2 ug/mL de polibreno,



durante 30 minutos a 37°C y centrifugamos 5 min a 1500
rpm. Resuspendimos las células en medio IL-2 al 5%, a 10
X 10° células/mL. Colocamos 3 x 10° células por pozo (300
uL), en placa de 24 pozos, por triplicado. Se descongelé
el plasma y realizaron diluciones 1:2 y 1:4, colocando
400 puL de plasma sin diluir y de cada una de las

dilluciones en cada uno de Qlos pozos marcados. Se
incubaron los cultivos toda la noche a 37°C, con 5% de
CO, y 85% de humedad. Al dia siguiente, se aspiraron 500

uL de cada sobrenadante, evitando acarrear células y se

desecharon. Se transfirid el contenido de cada pozo a un
frasco T-25 y se agregaron 4 mL de medio conteniendo IL-
2 al 5% para incubar los cultivos a 37°C, con 5% de CO, y
85% de humedad.

Se recolectaron 3.5 mL de sobrenadante de cada frasco, a
los 4, 7, 10, 14, 18 y 21 dias de cultivo y agregamos 4
ml de medio conteniendo [IL-2 5%. Los cultivos se
alimentaron con 3 x 10° CMSP de donador VIH negativo los

dias 7 y 14. Se congelaron 4 alicuotas (3 con 1000 ul y

una con 500 pl). Medimos agp24 los dias 7, 14 y 21 de
cultivo.

Ensayo de Ag p24 del VIH de COULTER in wvitro
Diagnosticum.

Se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante.
En resumen, se colocaron 200 ul de sobrenadante de
cultivo, controles negativos y positivos en placas de
ELISA que contenian anticuerpos anti-p24 de VIH unidos,
se adicioné un tampon de lisis para romper los viriones
y se 1incub6é a 37°C, con 5% de CO, y 85% de humedad,
durante 1 hora. Se realizé un lavado con amortiguador, y



se colocaronn 200 ul de un segundo anticuerpo anti-p24
de VIH acoplado a biotina, que se une a los antigenos
unidos a la placa. Se realizé6 un segundo lavado con
amortiguador para eliminar excedentes y se adicionaron

200 upl de estreptavidina conjugada con peroxidasa de

rabano que se incubd durante 30 minutos a 37°C, con 5%
de CO, y 85% de humedad. Se realiz6 un tercer lavado con
amortiguador, adicionamos 200 ul de sustrato
tetrametilbencidina (TMB), e 1Incubamos a temperatura
ambiente durante 30 min. Se agregaron 50 pul de soluciodn
de paro (H, SO, 4N) a cada pozo para detener la reaccion.
Se leyd en espectrofotometro a una longitud de onda dual
de 450/570 nm, estableciendo el punto de lectura con la
siguiente formula: 2X (control negativo) + 0.050 + 4 SD
(control negativo) donde:

e 2X = dos veces, la media del control negativo.
e 0.050 = constante.

e 4 SD = 4 veces la desviacion estandar del control
negativo.
Separacion de células T CD8+ de paciente.

Se descongelaron y contaron las CMSP de los pacientes,
se incubaron a 24 horas en medio HUT a 37°C, con 5% de
CO, y 85% de humedad. Se colocaron las células en medio
conteniendo IL-2 al 5% por otras 24 horas contando las
células obtenidas para poder calcular el numero de
esferas anti-CD8 requeridas, mediante [la siguiente
formula:

Esferas anti-CD8(mI): (Millones de CMSP) (0.50) (1.5) 7/
140, donde:

e 0.50= Relacion de células T CD4+ esperadas.
e 1.5 = Relacidn o6ptima de CD4+ - esferas.



e 140 = Concentracion de esferas por ml en el vial.

Se lavaron las esferas anti-CD8+ 3 veces con 5 ml de
PBS-SBF 2% a 4°C, posteriormente se resuspendieron a una
concentraciéon de 10 x 10° esferas/ml. Mezclamos las CMSP
y las esferas anti-CD8+ en el rotador (Dynal), a 4°C por
45 minutos. Se separaron las células T CD8+ unidas a las
esferas, magnetizando y recuperando el sobrenadante con
pipeta de 5 ml. Colocamos el sobrenadante libre de cT
CD8+ en un tubo de 15 ml con 5 ml de medio con IL-2 10%
y centrifugamos durante 10 minutos a 1500 rpm para
resuspender en frasco a 3 X 10%/ml de IL-2 10%. Se
determiné la cantidad de células T CD8+ remanentes en la
muestra mediante citometria de flujo.

Determinacion de pureza por citometria de flujo.

Para determinar la eficiencia del método de separacion
de células T CD8+ se midio la pureza a través de
citometria de flujo.

Se tom6é una alicuota de entre 1 y 2 x 10° CMSP por cada
tincion, el volumen lo determiné la cantidad de medio en
que estaban suspendidas. Se centrifugaron durante 5 min
a 1500 rpm. Agregamos 10 pl del reactivo Tritest de
Becton Dickinson, que contiene anticuerpos anti-CD4
marcados con isotiocianato de fluoriceina (FITC), anti-
CD8 marcado con Ticoeritrina (PE) y anti-CD3 marcados
con proteina clorofil peridinina (PerCP) e incubamos 20
minutos en hielo. Se lavaron con PBS-SBF 2% (3 ml) vy
centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos. Se descarté el
sobrenadante y resuspendieron en 0.5 ml de PBS.



Opcionalmente se pueden resuspender en formaldehido al
3% en PBS de preparacién reciente y guardar a 4 °C hasta
su lectura, durante un periodo no mayor a 24 horas.

Se leydo en citometro de TfTlujo (FACScan, Becton
Dickinson) utilizando el programa de Cell Quest. Los
parametros para establecer las poblaciones de linfocitos
fueron forward scatter y side scatter. Se hicieron
ventanas para parametros CD3-CD4, CD3-CD8 y CD4-CDS8.

Cultivo de VIH a partir de CMSP de paciente sin cT CD8+.

Se utilizaron 3 x 10° CMSP activadas de paciente sin
células T CD8+, y 3 x 10° células CMSP P1 de donador
sano, estimuladas por 3 dias con PHA-L en medio IL-2
5%). Lavamos las células P1 3 veces con 30 ml de medio
HBSS a 37°C, centrifugando a 1500 rpm por 10 minutos, Yy
se contaron para ser resuspendidas en medio IL-2 al 5% a
37°C en una proporcién de 3 x 10° células/ml. Se contaron
las células del paciente y centrifugamos 10 minutos a
1500 rpm. Colocamos 3 x 10° CMSP de los pacientes en un
frasco de cultivo junto con 3 x 10° P1 de donador (VIH
negativo) en 4 ml de medio IL-2 al 5% a 37°C, se
recolectaron sobrenadantes (aprox 500ul) los dias 4, 7,
10, 14, 17 y 21 de cultivo, y se alimentaron los
cultivos con células P1 (de donadores VIH negativos) los
dias 7 y 14 del cultivo, y con medio IL-2 al 5%.
Centrifugamos los sobrenadantes y congelamos al menos 3
alicuotas.

Ensayo de fenotipo bioldgico en células MT-2.

Para determinar el fenotipo bioldégico de aislados
primarios de VIH (con no mas de 3 pases con CMSP) vy



evaluar el efecto citopatico de dichos aislados, se
utilizé la linea célular MT-2 (con una viabilidad mayor
a 90%). Se infectaron las células con sobrenadantes de
cultivos positivos. La produccion (replicacion) del
virus se midié mediante la deteccion de Agp24 o
actividad de trascriptasa inversa en los sobreneadantes
de los cultivos de MT-2, que son linfocitos T humanos
aislados de linfocitos de sangre de cordon umbilical,
células inmortalizadas que contienen en su genoma el
virus HTLV-T2 no defectuoso (virus de la leucemia humana
de células T) que son capaces de ser infectadas por VIH
cuando es capaz de ultilizar el correceptor CCR5',
formando sincicios. Se colocaron 1 X 10° células MT-2 por
pozo en medio HUT en placas de 24 pozos y se afadié a
cada pozo por duplicado 500 ul de sobrenadante de
cultivo de virus de los pacientes (aislado primario),
dejando incubar toda la noche a 37 °C, 5% de CO, y 85% de
humedad.

Se cambi6o el medio cada 2 dras y examinamos las placas
diariamente a partir del dia 2 para identificar la
presencia de sincicios (efecto citopatico).

Segun protocolos previos, se utilizaron los siguientes
controles:

e Control negativo primario: VIH SF162 (Macrofago
tréopico, no inductor de sincicios).

e Control positivo: VIH SF33 (Linfotropico, inductor
de sincicios) Induce la formacidn de sincicios en
las primeras 48-72 horas.

Los criterios que definen un sincicio son células
multinucleadas, con diametro mayor a 5 diametros de
células normales determinados por microscopia.

Analisis clinicos.



Para confirmar la relacién entre 1la etapa de la
enfermedad, el fenotipo y las infecciones oportunistas
se revisaron los expedientes clinicos de los pacientes
cuyas muestras dieron resultados positivos para VIH en
la prueba de Elisa y tenfan ya una prueba de fenotipo
bioldégico a través del cultivo con células MT-2. Los
datos clinicos fueron obtenidos revisando el expediente
clinico de cada uno de los pacientes, registrando cada
uno de 1los eventos contenidos en este (enfermedades,
malignidades e iInfecciones) asi como Qla fecha de
diagnostico. Esto incluye reportes de laboratorios
clinico, patoldgico, microbiologia, reportes de cirugia
y revisiones médicas.

Estadistica.

Para establecer las diferencias entre los valores de
variables continuas (conteo de cT CD4+, CV, edad) entre
dos grupos, se utilizo la prueba de t no pareada.

Se empled la prueba de Chi’ para determinar si existe
diferencia en las frecuencias de una variable categodrica
entre dos grupos, es decir los fTenotipos. Se tomaron
valores de p significativos < 0.05.

' NIH AIDS Research & Reference Reagent Program. 2007.



RESULTADOS

Estado Basal.

Se sel eccionaron 95 pacientes con infeccion docunent ada
por VIH del Centro de Investigacion de Enfernmedades

I nfecciosas (CIEN) en el Instituto Nacional de
Enf ernedades Respiratorias (INER) de los cuales se
tenian nuestras de plasma y que no hubieran |1l evado

tratamento antirretroviral anterior a la toma de ésta,
de los cuales 45 se encontraban en etapa internedia de
la enfernedad y 50 en etapa tardia. Dicha sel eccion se
hizo con base en su cuenta de células T CH4+
ci rcul ant es, >200 cél ul as/ ul y <200 célul as/ u
respecti vanente.

Las nuestras utilizadas, tanto de plasma cono de cél ul as
de | os pacientes fueron tonmadas entre julio del 2001 y
di ci enbre del 2004.

De los 95 pacientes sel eccionados solo se logro aislar
el VIH en cultivo de |las nuestras de 74 pacientes, 30 de
etapa internmedia y 44 de tardia. Los resul tados
nostrados son | os obtenidos de pacientes cuyas nuestras
resultaron positivas (Tabla 4).

En un prinmer ensayo de cultivos a partir de nuestras de
plasma de  paciente, sol anente se obtuvieron 42
resul tados positivos (Tabla 5) por lo que se recurrid a
| as cél ul as nononucl eares de sangre periférica.

Tabla 4. Datos basales de | os pacientes con resultados de fenotipo
bi ol 6gi co consi derados en el estudio. Criterios de clasificacién y
datos denmpgraficos. Se utilizé prueba de t no pareada para
establ ecer diferencias entre dos grupos.

Et apa Et apa tardia P
i ntermedi a
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N 30 a4

Cuenta de cT CD4+/ul + DE | 434.6 + 171.2 | 59.5 + 39.86 | <0.0001

Carga viral (copias de 120, 837 + 784, 363 + <0. 0001
ARN-VIH M) + DE 161, 399 803, 300

Log Carga Viral (Log

copi as de ARN-VIH M) + DE 4.62 + 0.76 5.61 + 0.58 <0. 0001
Edad (afios + DE) 33.83 + 8.7 34.9 + 6.6 0.57*
Sexo (masculino) 27 (90% 39 (88.6% 0. 999*

*no significativa

De | os aislados primarios a partir de plasnma, se observo
una mayor frecuencia de cultivos positivos para VIH en
|l os cultivos de pacientes en etapa tardia (Tabla 5, t no
par eada, p <0.0001).

Tabla 5. Porcentaje de cultivos positivos a partir de pl asna.

Et apa Et apa Tot al
i nternedi a tardia
Positivos en plasna 7 35 42
Negati vos en pl asnma 38 15 53
Porcentaj e de positivos 7.36% 36. 8% 44, 16%

De los 53 pacientes cuyos cultivos en plasnma resultaron
negati vos, se disponia de rmuestras de células
nononucl eares de sangre periférica so6lo de 45 pacientes,

32 de etapa internedia y 13 de etapa tardia. Las
muestras de células de los restantes 8 pacientes no
estaban disponibles, 6 de etapa internedia y 2 de
tardia.

Se separaron las células T CD8+ de las nuestras de
paci ente, por nmedio de innunoesferas especificas anti-

CD8. Para conprobar la efectividad del método, se
mdieron los niveles de células T CD8+ por nedio de
citonetria de flujo observandose una dism nucion
significativa de células T CD8+ de una nedia de 33.8%
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antes de |la separaci6n a 1.6% después de ella (prueba de
t no pareada, p < 0.001, Fig. 6).

A 23.49% B 2.9%
Para ver esta pelicula, debe Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de disponer de QuickTime™ y de
un descompresor TIFF (LZW). un descompresor TIFF (LZW).

Fig 6. Ejenplo de deternminaci6n de células T CD8+ por citonetria
de flujo. En el cuadrante superior derecho se observa el
porcentaje de células CD3+CD8+. A) PBMC antes de |a separaci 6n. B)
PBMC después de I|la separacion, donde se puede observar la
di sm nuci 6n del porcentaje de célul as CD3+CD8+.

Se procedié a realizar el cultivo de CVMSP tanto de
paci entes cono de donadores VIH negativos. Se determné
antigeno p24 por nedio del nmetodo de ELISA en
sobrenadant e, encontrandose 32 nuestras positivas, 23 de
ellas de pacientes en etapa internedia y 9 de etapa
tardia (Tabla 6).

Tabla 6. Frecuencia de cultivos positivos a partir de PBMC
de paciente sin células T CD8+.
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Después de realizar cultivos de plasma y de células, se
contaba con nuestras de virus de 74 pacientes; 30 de
ellos de etapa internedia y 44 de etapa tardia. Con
di chas nuestras se realizaron |as pruebas de fenotipo
bi ol 6gi co en cél ul as M- 2.

En cada ensayo de fenotipo se denpbstré la formaci 6n de
sincicios tomando cono referencia el virus utilizado
comop control positivo VIH.,. A msnm tienpo, se
denostro que el control negativo VIH., no indujo

Et apa Et apa Tot al
internmedi a tardia
Positivos en cél ul as 23 9 32
Negati vos en cél ul as 9 4 13
Porcentaj e de positivos 51. 1% 20% 71. 1%
No di sponi bl es 6 2 8

formacion de sincicios. Con el criterio de que un
sincicio es l|la fusion de cinco o mas ceélulas, se
consi deraron positivos aquellos cultivos que presentaran
sincicios en | os pozos por duplicado (Fig. 7)

A 3
Y




Fig 7. Imhgenes de las pruebas de fenotipo en células M-2. A
Formaci 6n de sincicios por virus control VIH_.,. Se nuestra un
sincicio(flecha roja), formado por la fusiéon de células cuyo
dianmetro excede el de 5 células no infectadas; B. Fenotipo no
i nductor de sincicios en cultivo de paciente, no se observan
células o grupo de células fusionadas; C. Cultivo de VIH de
paciente con fenotipo inductor de sincicio con fornmacién de
sincicia (flecha roja).

En el grupo de pacientes en etapa internedia, se
encontré wuna frecuencia significativamente nenor de
fenoti pos inductores de sincicios (1/30) que en el grupo
de pacientes en etapa tardia (12/44, Chi’ p < 0.01, Fig.
8) .

100% - .
B No inductores

de sincicia

@ Inductores

80% - L
Sincicia

60% -

40% +

20% -

0% -

Intermedia Tard’a
Etapa de la Infecci—n por VIH

Figura 8. Porcentaje de fenotipos inductores y no inductores de
sincicia en cada grupo de pacientes. En los pacientes de |la etapa
intermedia, no es tan nmarcada |a aparicion de fenotipos inductores
de sinctitia que solo representaron el 3.3% es decir, 1 de las 30
nmuestras disponibles, mentras que en |os pacientes de etapa
intermedia, las 12 nuestras positivas de las 44 disponibles
representan el 27.3% de dicho grupo.

Chi? = 7.059, p Chi? = 0.0079, Valor p Fisher = 0.0109.
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Al conparar los niveles de células T CD4+ y carga vira
entre | os fenotipos, podenps observar que existe una
mayor asociacion entre el fenotipo y los niveles de
CD4+, es decir, los fenotipos IS estan asociados a
niveles menores de células T CD4+, nmientras que Ila
relaci 6n entre el fenotipo y la CV no es clara, dado que
| os grupos tuvieron niveles senejantes (Tabla 7).

Tabla 7. Asociacion de los niveles de células T CD4+ vy
carga viral (CV) con los fenotipos biol 6gicos de VIH Prueba
de t no pareada.

NI S IS P
CD4+ + DE 241.09 + 224.9 73.7 + 86.58 0.01
Cv + DE 5.1 + 0.8 5.5 + 0.8 0.11

Se revisaron |os expedientes médicos para conprobar el
estado clinico en el que se encontraban |os pacientes.
Del total de los 74 pacientes de |os que se contaba ya
con una determ naci 6n de fenotipo viral se tuvo acceso a
67 expedientes, 30 de etapa internedia y 37 de tardia,
mentras que los 7 restantes, todos de |la etapa tardia
no contaban con un expediente, de esos siete 2 tenian
fenotipo inductor de sincicios y 5 no inductor. Tras la
revision se detectaron 6 enfernmedades o condiciones
reportadas mas conunes (linfadenopati as, neunoni a,
tubercul osis, citonmegal ovirus (por 1gG CW), candidiasis
y herpes) varias |I|esiones dermatol 6gicas (fistulas,

ul cer as, papul as, urticari a, or zuel o, condi | onas,
prurito y |esiones generalizadas) y otras enfernedades
de nmenor preval encia ( SAGCS, r ubeol a, faringitis,
di sfagi a, nmeningitis, gonorrea, hepatitis,

| i podistrofia, toxoplasma y criptococos).

Al conparar |os grupos por etapas y |as enfernedades, se
observa que la neunobnia y |la candidiasis oral
presentaron una diferencia significativa con mayor
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prevalencia en la etapa tardia con respecto a la
intermedia, a diferencia de |la adenonegalia y otras
enf ermedades que tuvieron una diferencia significativa
mayor en etapa internmedia que en la tardia. Para TB y
Mac solo se observdé una tendencia en etapa tardia. No
observanos diferencias en la presencia de CW, herpes y
| esi ones dermatol 6gicas (Fig. 9).

* %
c 80.0
N 73.0 "
= HIntermedia *
£ % W
5 o Tardia
= 600
px 60.0 =
8 * %
> ‘E i = 432
tE —
o 3 400
= = 333 333
[T =5
% o 27.0
5 20.0 1.6
== 200 - 6.2 1652
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o
o 0.0
00 - : — .| :
Adenomegalia TB y MAC Neumenia lgG CMV Candidiasis oral Herpes Lesiones Otros
dermatolagicas
Enfermedades oportunistas

Figura 9. Podenps ver |as enfernedades que predom nan en cada una
de las etapas de la enfermedad. Se utilizé la prueba de Chi? para
cada una de las enfernedades en |las dos etapas para establecer la
diferencias entre las variable en anmbos grupos p * <0.01, **
<0. 001.

Al separar |os grupos por fenotipos independientenente
de la etapa clinica, podenps ver que hay una diferencia
significativa en la prevalencia de neunonia en |os
fenotipos inductores de sincicios sobre |los no
i nductores y solo una tendencia en el grupo del msno
fenotipo a CW (Fig. 10).

Para establecer las frecuencias se enplearon todas |as
mani f estaci ones reportadas en |os expedientes. Conp
puede observarse, las de nmayor frecuencia son |as
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mani f est aci ones asociadas a VIH Oras condiciones no
asoci adas a VIH tanbi én fueron registradas y anali zadas,
pero por su baja frecuencia se agruparon en |a categoria
de “otras”.

80.0

70.0

60.0

50.0

Porcentaje de pacientes con
enfermedades oportunistas

20.0
10.0
0.0 -
Adenomegalia TBy MAC MNeumahia 1gG CWV Candidiasis oral Hérmpes Lesiones Otros
dermatolégicas
Enfermedades oportunistas

Figura 10. Porcentaje de pacientes con enfernedades oportunistas
con fenotipos inductores (IS) y no inductores de sincicios (NS).
Se observa nmayor prevalencia de neunmpbnia en fenotipos 1S. Las
diferencias entre las demas enfernedades no son significativas
estadisticamente. Prueba de Chi’ para cada una de |a enfernedades
*p = 0.04

Se realizo regresidon lineal para determnar si existe
correlacion entre los niveles de cT CD4+ y carga viral
Se observo una correlaciéon de r = 0.542 y p < 0.0001. Es
decir, a mayor nunero de cT CD4+, nenores niveles de CV,
y de nmanera inversa, a mayores niveles de CV, nenor
cuenta de cT CD4+.
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Fig 11. Correlaci6n entre conteo de c¢cT CD4+/ml y la carga viral.
r=0.542, p < 0.001.
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DISCUSION

Debi do a que se han asoci ado | os fenotipos inductores de
sincicios a una rapida evolucion de la infeccidn por
VIH es inportante realizar la determnacion de la
frecuencia de este fenotipo en los pacientes con VIH y
relacionarla con l|la etapa y <condicion clinica de

paci ent e.

Los métodos hasta ahora utilizados para |a determ naci én
de fenotipo bioldgico se basaban en |a obtencién del
virus en cultivo, sin |o cual no era posible
determinarlo. Oras técnicas conb aquel |l as basadas en e

uso de anticuerpos innmunofluorecentes o el Western bl ot
s6lo determinan la presencia de anticuerpos contra el
virus, pero no indican |la presencia o replicacion de
este en el donador.”™ E ensayo de determ nacédn
fenotipica por MI-2 necesarianente requeria mnuestras de
Vi rus vi abl es par a replicaci on, sin enbar go
reci entenente se han desarrollado nuevos mnétodos para
det erm nar por biologia nolecular el fenotipo bioldgico,
que requi eren validaci 6n, conp el Phenosense.

Oro problema del método utilizado, es que entre |os
fenoti pos que resultaron inductores de sincicios no se
pudo distinguir entre fenotipos X4 y duales (R5X4) ya
que esta distincion solo es posible a través de
secuenci aci 6n” o con el uso de una l|inea celular que
solo permtiera replicacion de virus con fenotipo R5;
los virus que replicaran en anbas |ineas celulares
serian los que presentarian el fenotipo R5X4. Durante e

desarrollo de este trabajo no se tuvo acceso a esta
net odol ogia por o que se utilizé el nmétodo de cultivos
con células MrI-2.



Se tuvo acceso a 45 nuestras de etapa internedia y 50 de
tardia, debido a que en nmuchos casos, |o0s pacientes ya
habian iniciado tratamento antirretroviral y no se
contaba con nuestra basal y ademas debi do al bajo nunmero
de paci entes en etapa internedia.

Comp se ha descrito”, la nmedia de la cuenta de células T
CD4+ circulantes fue significativanente nmayor en etapa
intermedia que en etapa tardia. Por el contrario, la
medi a de | a carga vi ral pl asmati ca fue
significativanente mayor en |os pacientes en etapa
tardia que en los pacientes de etapa internedia (Tabla
4) .

Los grupos de pacientes estuvieron bien definidos en
cuanto a su conteo de carga viral y de células T CD4+

| o cual constatanps estadisticanente en este estudio ya
gque son dichos niveles |los que definen la etapa de la
enfernmedad en | a que se encuentra el paciente. Cuando se
conpararon |as edades y el sexo entre |os grupos, no se
observo diferencia significativa entre [|o0s grupos,
nuestra mnuestra y |os datos nacionales. Se tuvieron
89. 1% de honbres, conparable al 83.1% que nuestran | os
datos de la epidenia en el pais™ |0 que cabe dentro de
| os paréanetros esperados para una mnuestra cualquiera y
| a edad de nuestros pacientes esta justo en el rango que
estiman | as autoridades de salud en el pais. Ya que no
se observan diferencias entre |os grupos, consideranps
que las variables de edad y sexo no contribuyen a |as
di f erenci as observadas.

Al realizar los cultivos de virus a partir de nuestras
de plasma de paciente se obtuvo una mayor frecuencia de
cultivos positivos en el grupo de etapa tardia, |o cual
esperabanbs ya que estos pacientes presentan cargas



virales mayores™, por lo cual |a obtencion del virus es
mas eficiente.

De | os nétodos para |la obtencién de VIH en cultivo, cono
el cultivo de CVMSP  con esti mul aci 6n con PHA
(fitohemat ogl ut am na) o el cocultivo con células
estinmul adas por mitdgenos™, uno de los mas sencillos es
| a obtencidon de VIH replicativo a partir de plasm, que
depende de los niveles de carga viral presentes en
di chas nmuestras. Esto se reflej6 en el hecho de que fue
posi bl e obtener un nmayor nunmero de cultivos positivos en
pacientes en etapa tardia que en etapa internedia, ya
gue presentaron niveles de CV mas altos mentras que en
| os pacientes en etapa internedia, al tener niveles de
cargas virales nas bajas, resultaba mas dificil observar
la replicacion viral, aunque no se descarta que la baja
sensi bilidad del nmétodo utilizado haya influido en la
baja proporcion de cultivos positivos en este grupo de
paci ent es.

Al no haber sido posible recuperar el virus en cultivo a
partir de plasma en todos |os pacientes de etapa
internedia, se consider6 aislar el virus a partir de
cél ul as nmononucl eares de sangre periférica.

A diferencia de | o observado en los cultivos a partir de
plasma, la gran nmayoria de los cultivos positivos a
partir de células provinieron de |los pacientes en la
et apa i nternedi a.

Aunque hay la posibilidad de que exista una diferencia
entre el fenotipo bioldgico de nuestras proveni entes de
cultivos a partir de plasma y las de <células
nononucl eares, no hay evidencia de que esto ocurra. Esto
se ha observado solo en cepas de virus obtenidas de
reservori os anat 6mi cos di stintos por
conpartanent al i zaci 6n, cono semen 0 | i qui do



cef al oraqui deo, en donde los wvirus se encuentran
relati vanente aislados de |os wvirus circulantes en
sangre.” Sin enbargo, dentro de la dinadmca viral se
sabe que | a nmayor parte del virus en plasna es producido
por linfocitos T CD4+ activados circulantes, que tienen
una vida nedia corta (1.5 — 2 dias)” y contribuyen a nés
del 95% de la virenmia plasmatica total, mientras que |os
viriones libres sobreviven 6 horas en |a busqueda de una
célula para infectar para continuar el ciclo. En
pacientes sin tratamiento, el nunero total de viriones
que son producidos y |iberados estd por encima de 10°
por dia.” Ademds, la mayoria de los virus en plasma son
gener ados por | i nfocitos T CD4+ producti vanent e
infectados y la replicacion viral en este punto puede
ser inhibida efectivanente por terapia antirretroviral
en un par de semanas, conb se nuestra en la caida de
virem a en plasma. Las células infectadas de vida | arga,
tales conb macrofagos o linfocitos T CD4+ en reposo
contri buyen en una nenor proporcién a la virenma total.
Con estas evidencias consideranos que el virus que
recuperanos de plasma refleja las caracteristicas
bi ol 6gi cas del virus recuperado de CNVSP

Tanmbi én se ha descrito que los reservorios virales que
podrian contener otras cepas o fenotipos virales solo
son inducidas a la replicacion en condiciones de
activaci 6n celular in vitro, tales conp conbi naci ones de
| L-2/1L-6/FNT-a, |L-7, anti-CD3/anti-CD28 ¢ PHA/IL-2%",
las cuales no fueron utilizadas en este ensayo, ya que
| as nuestras de | os pacientes solo se cultivaron con |L-
2, que no activa |los reservorios virales, por |lo que la
probabilidad de que el virus en plasma y el recuperado
en células sean distintos es nuy baja.*



Considerando que Jlas etapas de la enfernedad se
definieron con base en los niveles de CD4+, la
di ferencia observada en |os niveles de CV era esperada,
sin enbargo, cuando se conpararon |os niveles de célul as
CD4+ y CV entre los fenotipos, se encontrdé una rel aci 6n
entre el fenotipo IS y bajos niveles de CD4+ (Tabla 7),
a diferencia de los niveles de CV que parecen no tener
relaci 6n con algun fenotipo en particular. Es posible
gue estos bajos niveles estén asociados al efecto
citopatico de los virus con fenotipo |infotropico, pero
no podenos asegurarl o debido a que dicho fenéneno puede
deberse a otras variables no asociadas a fenoti po, cono
apoptosis o procesos citoliticos®, destrucci 6n de
células infectadas por procesos inmunol égicos y la baja
regeneraci 6n de cT CD4+.* Hay que considerar que |as
células T CD4+ CCR5+ son altamente utilizadas en |as
etapas primarias de la infeccion, dismnuyendo su
frecuencia, mentras que |os canbios de fenoti po suceden
| as et apas avanzadas. ™

Al relacionar las etapa de l|la enfernedad con Ila
preval enci a de enfernedades oportunistas, conbo ya se ha
descrito®™, observanps que existe una mayor preval encia
de neunoni a, candi di asi s or al y m cobacteri osi s
(tuberculosis y MAC) en |los pacientes de etapa tardia, a
diferencia de la etapa internedia. En etapa internedia
se observa wuna nmayor frecuencia de adenonegali as,
caracteristicas de la respuesta innune en dicha etapa
Aunque se ha reportado que existe una nayor frecuencia
de condiciones clinicas asociadas a CW en etapa

avanzada (<100 CD4+/ul), no fue posible encontrar esta

asociacion debido a que en los expedientes no se
descri ben condiciones clinicas, sino que se reporta |la
presencia de 1gG por CW, que indica una infeccion, pero



no de mani festacion clinica de la enfernedad y puede ser
que por esta razén no se encontraron diferencias entre
| as etapas (Fig. 9).

Al conparar el estado clinico con |los fenotipos
bi ol 6gi cos, solo se encontré asociacion entre el
fenotipo IS y una mayor preval encia de neunonia, |o cua
es concordante con el hecho de que esta condicion
clinica se presenta en individuos con niveles bajos de
células T CD4+, respaldado por |a asociacién existente
entre bajos niveles de CD4+ y el fenotipo IS (Fig. 10).
Sin enbargo, el tipo de institucién en donde se
real i zaron estos estudios, cuya especialidades son |as
enfernedades respiratorias pudo haber influido (y
seguranente |o hizo) en este dato. Para subsanar este
asunt o habria que conparar datos a nivel poblacional.

Act ual ment e, el desarrollo de nuevos nmet odos de
det erm naci 6n de fenotipos biol6gicos, ha pernmitido |a
val oraci 6n de tratani entos especificos para cada una de
| as cepas, conp por ejenplo T-20" que requiere de la
fenotipificacion previa para inplenentarlo, y dado que
actual nente, el uso de nedi canentos antirretroviral es es
el Unico nmétodo de «control de la infeccibn, es
i mportante, sequir realizando investigacién sobre |os
ef ectos de estos tratam entos en | os distintos fenotipos
bi ol 6gi cos de VIH.
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CONCLUSIONES.

La relacion que encontramos entre el fenotipo viral y
los niveles de células T CD4+, no solo representa la
transicion de una etapa de la enfermedad a otra por el
descenso de células T, sino que también refleja la
condicion citopatica de los fenotipos. Aungque dicha
condiciéon no se vio reflejada directamente en una mayor
frecuencia de enfermedades oportunistas en los pacientes
que presentaron este fenotipo (excepto neumonia, que Si
presentd una relacién mas directa), pero esto puede
estar influenciado por el tipo de institucién en donde
se realizé el estudio.

A pesar de que los pacientes en etapa tardia poseen
niveles de cT CD4+ mas bajos, cargas virales mas altas y
una mayor frecuencia de fenotipos IS, en este estudio no
se encontré relacidon directa entre esta condicidén y una
mayor frecuencia de enfermedades oportunistas o un
estado clinico mas inmunocomprometido. Lo cual puede
deberse al desconocimiento que se tiene aun de las
razones del surgimiento de cepas IS en etapas temprana o
intermedia de la enfermedad, que aceleran en algunos
casos los efectos citopaticos, o a la fTalta de
conocimiento de los procesos de transicion fenotipica y
sus repercusion en el curso de la enfermedad y estado
clinico de los pacientes.

Al ser el fenotipo, en la interaccion con los
correceptores y la entrada del virus a la célula
factores determinantes en el proceso de infeccidén y en
el curso de la enfermedad, es iImportante profundizar en
el estudio de los procesos de reconocimiento VIrus-
célula, el uso de receptores y correceptores y Ilos
efectos y caracteristicas de cada uno de los fenotipos



virales para establecer pautas de investigacion hacia la
busqueda de una vacuna y mejora de tratamientos.
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